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일과성 국소 대뇌 허혈 생쥐 모델에서 APE/Ref-1 융합 아데노바이러스  
처치에 의한 APE/Ref-1의 과발현 및 신경세포고사 감소 
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Overexpressed Apurinic/Apyrimidinic Endonuclease/Redox Effector Factor-1  
Using Adenoviral Vector Inhibits Induction of Neuronal Cell Death after  
Transient Ischemic Stroke in Mice 
 
Hyun-Woo Kim, BS, Kyoung-Joo Cho, MS, Byung-In Lee, MD,  
Hyun-Jeong Kim, MS and Gyung Whan Kim, MD, PhD 
Stroke and Neurocritical Care Section, Department of Neurology, Yonsei University College of Medicine, Seoul, Korea 
 
Background: Despite the correlation between changes in the levels of apurinic/apyrimidinic endonuclease/redox effector factor-1 
(APE/Ref-1), the DNA base excision repair protein, and ischemic neuronal damage, no studies have addressed the question of whe-
ther the overexpression or restoration of APE/Ref-1 may prevent ischemic neuronal cell death in vivo. Therefore, we investigated whe-
ther increasing APE/Ref-1 may inhibit the loss of APE/Ref-1 and DNA fragmentation, and prevent neuronal cell death after cerebral 
ischemia/reperfusion (I/R). Methods: Adult male C57BL/6J mice were subjected to intraluminal suture occlusion of the middle cerebral 
artery for 1 hour followed by reperfusion. Pre-ischemic treatment of the adenoviral vector harboring an entire APE/Ref-1 gene sequence 
was introduced intrastriatally. Immunohistochemistry assays in AP sites, and TUNEL were performed. Results: APE/Ref-1 was overex-
pressed by using adenoviral-vector-mediated APE/Ref-1 in striatum. Pre-ischemic administration of the Adenoviral vector harboring 
an APE/Ref-1 gene, by 4 or 24 hours after reperfusion, significantly decreased AP site and 8-OHdG, and subsequent inhibited the in-
duction of apoptotic DNA fragmentation at 24 hours after I/R. Conclusion: The overexpression of APE/Ref-1 can prevent induction of 
apoptotic cell death after I/R. Using adenoviral-vector-mediated APE/Ref-1 could represent a molecular target for prevention of is-
chemic neuronal cell death. J Neurocrit Care 2008;1:150-156 
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서     론 
 
Apurinic/apyrimidinic endonuclease/redox effector fac-
tor-1(APE/Ref-1)는 산화적 스트레스에 의해 생성된 apu-
rinic/apyrimidinic(AP) site의 복구기작인 base excision 
repair(BER)에 작용하는 다기능 단백질 효소이다.3-6 과생
성된 AP site는 세포사를 유발하는 다양한 신호들을 발생
시킨다.7,8 AP site가 축적되기 시작하면 DNA 합성 및 gene 
transcription을 방해하는 등 세포에 치명적일 뿐만 아니
라,9 허혈성 신경세포고사의 중요한 원인이 되기도 한다.8 
일과성 대뇌 허혈 후 발생된 AP site는 APE/Ref-1이라는 
효소에 의해 복구)어 세포고사의 진행을 막는다.9-11 그러
나 효소의 DNA 복구기능을 넘어선 지속적이고 심각한 손
상은 DNA에 8-hydroxyguanosine(8-OHdG)을 형성하
고, 더 나아가 DNA 분절현상과 세포고사를 야기한다.1,12-14 
병인론적으로 허혈 주변부(ischemic penumbra)는 세포자
살의 메커니즘이 진행되는 중요한 부위이며 허혈성 뇌졸중
의 급성기에 치료의 표적이 된다.15,16 여러 동물연구에서 대
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뇌 국소 허혈에 따른 세포손상 후, APE/Ref-1의 발현 감
소와 DNA 분절현상이 보고되었다.9,13,17,18 또한 세포에 준 
치사량에 가까운 산화적 스트레스로 APE/Ref-1의 증가
를 유도하면 치사량의 산화적 스트레스와 DNA 손상에 대
해 저항성을 갖게 된다고 보고되었다.8,19-21 이는 APE/ Ref-
1와 세포고사가 밀접한 관련이 있음을 시사한다. APE/ Ref-
1의 증가가 대뇌 허혈 후 DNA 손상으로부터 세포를 보호
하는 기능을 가지며, 대뇌의 APE/Ref-1 발현량을 직접 조
절해 봄으로써 대뇌 허혈에 미치는 직접적인 영향을 확인할 
수 있을 것이라 가정하였다.  
이러한 가설을 바탕으로 본 연구에서는 마우스 대뇌에 허
혈/재관류 후 APE/Ref-1의 감소에 따른 DNA 분절현상
과 세포고사를 막기 위해 APE/ Ref-1의 전체 유전자를 융
합한 아데노바이러스를 투여하여 APE/Ref-1을 과발현시
켜 신경학적 치료에 있어서의 직접적인 효과에 대한 연구를 
하였다. 
 
연구대상 및 방법 
 
일과성 대뇌 국소 허혈 모델 
본 실험에서 모든 실험동물연구방법은 연세대학교 의과
대학 실험동물위원회의 지침을 준수하였으며, Association 
for Assessment and Accreditation of Laboratory Animal 
Care(AAALAC)의 승인을 받았다. 수컷 성체 C57BL/6J 
마우스(3개월령, 25~30 g)(Daehan Biolink Co., Chunbuk, 
South Korea)를 나일론 봉합사를 이용해 한시적으로 중대
뇌동맥을 폐색(middle cerebral artery occlusion: MCAO)
함으로써 일과성 국소 허혈 모델을 적용하였다.22-24 정중
경부를 절개하여 외경동맥을 노출시킨 후, 열처리로 끝을 
무디게 만든 11.0 mm 길이의 5-0 수술용 나일론 봉합사
(Ethicon, Edinburg, UK)를 외경동맥을 통해 내경동맥으
로 삽입하여 중대뇌동맥 혈류를 차단하였으며, 60분 후에 
나일론 봉합사를 제거하여 혈류를 회복시켰다. 허혈/재관류 
여부는 Laser Doppler Flowmeter(Transonic Systems, 
Inc., Ithaca, NY, USA)를 이용하여 측정하였다.  
 
아데노바이러스 벡터(Adenoviral vector) 
APE/Ref-1 유전자를 융합한 아데노바이러스(Adeno-
virus)의 합성을 Lab frontier(Lab frontier, Gyeonggi-
do, South Korea)에 의뢰한 후 구입하여 사용하였다. 또한 
마우스 대뇌에서 아데노바이러스의 작용 및 발현을 확인하기 
위해 green fluorescence protein(GFP) 유전자를 융합하
여 사용하였다.  
아데노바이러스의 대뇌 주입 및 대뇌 허혈유도 
마우스는 isoflurane으로 흡입 마취하고, stereotaxic ma-
chine에 고정한 후, 마우스의 선조체(앞쪽: 0.7 mm, 측부: 
2 mm, 깊이: 3.3 mm)에 아데노바이러스를 Hamilton sy-
ringe(Hamilton Co., Nevada, USA)를 사용하여 하루에 
2 μL(4.0×109 pfu/mL)씩 이틀에 걸쳐 총 두 번 주입하
였다. 실험군은 정상군(normal), APE/Ref-1이 융합된 아
데노바이러스를 투여한 그룹(Adv-APE/Ref-1), control 
아데노바이러스 그룹(Adv-Cont) 등 총 세 그룹으로 나누
어 실험하였으며, 바이러스를 주입하고 3일 후 일과성 대뇌 
국소 허혈을 유도하였다. 대뇌 허혈 유도 후 4시간과 24시
간에 각각의 마우스들을 단두하여 선조체를 적출하였다. 실
험시 동물의 체온 유지는 직장 자동체온조절장치를 사용하
여 37±0.5℃로 유지하였다.  
 
손상된 DNA의 AP site 정량  
뇌조직의 DNA를 추출한 후(OD260 nm/OD280 nm의 
비율이 1.8 이상 되도록) DNA 손상 정량 검출 키트(AP 
site counting, Dojindo molecular technologies, MD, USA)
를 사용하여 AP site를 정량하였다. ARP(Aldehyde Re-
active Probe)로 표지된 DNA를 microtiter plate에 넣고, 
HRP-Streptavidin 용액을 넣어 반응시키고, 기질 용액을 
첨가한 후 다시 한번 반응시켜 650 nm의 파장에서 흡광
도를 측정하였다.9 결과값은 ARP-DNA 표준곡선을 이용
하여, 105 nucleotide당 AP site의 개수로 나타내었다. 
 
면역조직화학 염색(Immunohistochemical staining) 
면역조직화학검사를 위해 준비한 조직절편을 PBS로 세
척을 하고 일차 항체와 함께 반응시켰다. 일차 항체로는 goat 
anti-APE/Ref-1 polyclonal antibody(1：200; Santa 
Cruz Biotechnology, Santa Cruz, CA, USA)와 rabbit 
anti-GFP polyclonal antibody(1：200; Santa Cruz Bio-
technology, Santa Cruz, CA, USA)를 사용하였다. 절편
을 일차항체로 4℃에서 8시간 정도 반응시킨 후, 형광표지
자가 달린 이차 항체 또는 biotin이 결합된 이차 항체를 사
용하여 실온에서 1시간 동안 반응시켜 면역조직화학검사
를 시행하였다.  
핵 대조염색 실행할 시, 이 절편을 조심스럽게 세척한 후 
실온에서 20분간 propidium iodide(PI; Sigma) 0.5 g/mL
와 반응시켰으며, 염색한 조직절편들을 LSM 510 confo-
cal laser scanning microscopy(Carl Zeiss, Thornwood, 
NY, USA)을 이용하여 관찰하였다. Biotin이 결합된 이차 
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laboratories, Burlingame, CA, USA)를 사용하여 면역반
응을 시행하였고, diaminobenzidine(DAB; Sigma, St. Lo-
uis, MO, USA)으로 발색시켰으며, methyl green으로 핵 
대조염색을 실시하였다. 통계적 계수를 위해 각각의 생쥐
에서 손상 부위내 서로 다른 위치의 조직절편을 선택한 후 
200배율에서 1 mm2 당 세포를 계수하는 반 정량적(semi-
quantitative) 방법을 사용하였다. 
 
DNA 분절(fragmentation) 현상 검출 
DNA 분절현상을 확인하기 위하여 TdT-mediated dU-
TP-biotin nick end labeling(TUNEL) 염색을 시행하였
다.24,25 위에 기술한 방법으로 준비한 조직 절편을 37℃의 
어두운 방에서 1시간 동안 TUNEL reaction mixture(Ro-
che Diagnostics GmbH, Penzberg, Germany) 50 μL와 
반응시켰다. 절편을 세척한 후 Vectashield mounting me-
dium(Vector laboratories, Burlingame, CA, USA)으로 
봉입하였고, LSM 510 confocal laser scanning micro-
scopy(Carl Zeiss)을 이용하여 관찰하였다. 
 
산화 DNA의 검출 
동결 절편을 얻은 후 DNase-free RNase(Roche, Man-
nheim, Germany)로 반응시켰고, MOM kit(MOM; Dako, 
Carpinteria, CA, USA) 제작사의 방법에 따라 항체의 bio-
tinylation과 blocking 과정 후 8-hydroxyguanosine(8-
OHdG) 마우스 단클론 항체(1：300)(QED bioscience, 




통계 자료들은 평균±표준편차(mean±SD)로 표시하였
다. 여러 집단간의 통계학적 비교는 ANOVA(with Fisher’s 
post-hoc test)(StatView, SAS Institute, Inc., Cary, NC, 
USA)로 시행하였으며, P<0.05를 통계적으로 유의한 것으
로 판정하였다. 
FIGURE 1. Production of recombinant APE/Ref-1 adenovirus.
Cloning of APE/Ref-1 gene into  
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결     과 
 
APE/Ref-1 전체 유전자 융합 아데노바이러스(adenovirus) 
제작 
Cloning한 APE/Ref-1 전체 유전자를 pShuttle-CMV
에 삽입한 후 pAd-EASY vector와 homologous recom-
bination을 통하여 APE/Ref-1이 포함된 재조합형 아데
노바이러스 벡터(recombinant adenoviral vector)를 제작
하였다. 제작된 재조합형 아데노바이러스 벡터를 adenovirus 
packaging cell line인 293 세포에 transfection하여 재조
합형 아데노바이러스를 합성하였다(Fig. 1). 
 
아데노바이러스를 이용한 APE/Ref-1의 발현 
면역조직화학염색을 이용하여 아데노바이러스를 투여 후 
시간에 따른 발현을 조사하였으며(Fig. 2), propidium io-
dide(PI, red)으로 핵 대조염색을 실시하였다. GFP를 융
합한 아데노바이러스를 투여 후 마우스의 선조체에서 1일
째와 2일째는 GFP 면역반응이 거의 관찰되지 않은 반면 
3, 4일째부터 GFP 양성반응이 강하게 나타났다. 
 
허혈/재관류 후 APE/Ref-1 융합 아데노바이러스 투여군에서 
APE/Ref-1의 감소억제 및 AP site 감소 
APE/Ref-1 융합 아데노바이러스 투여 3일 후 마우스 
대뇌에 허혈/재관류를 시행하여 APE/Ref-1의 증감을 조
사하였다. 마우스 대뇌 선조체에 DAB을 이용한 조직염색
을 시행하여 관찰하였다(Fig. 3A; normal, normal control; 
Adv-Cont., control adenoviral vector; Adv-APE/Ref-1, 
adenoviral-vector-mediated APE/Ref-1; 4 h, 4 hours; 
I/R, ischemia/reperfusion; scale bar=50 μm). Fig. 3A
의 정상대조군(Fig. 3A, normal)은 APE/ Ref-1가 갈색으
로 양성반응을 보였다. 일시적 허혈 유도 4시간 후, APE/ 
Ref-1이 융합된 아데노바이러스(Fig. 3A, Adv-APE/ 
Ref-1)를 투여한 마우스 그룹에서는 APE/ Ref-1이 감
소되지 않은 반면 control 아데노바이러스 투여군(Fig. 3A, 
Adv-Cont.)에서는 APE/Ref-1의 양성반응이 거의 발견
되지 않았다. 이러한 결과들은 APE/Ref-1이 융합된 아데
FIGURE 3. Temporal relationship between APE/Ref-1 and AP sites. 
Amount of APE/Ref-1 was analyzed after transfection in immu-
nohistochemistry (A) at 4 hours after focal cerebral ischemia/re-
perfusion (normal, normal control; Adv-Cont., control adenoviral 
vector; Adv-APE/Ref-1, APE/Ref-1 mediated by adenoviral vector; 
I/R, ischemia/reperfusion). Scale bar=50 μm. To investigate the 
effects of Adv-APE/Ref-1 on oxidative DNA damage after I/R, the 
striatum was subjected to quantitative measurement for nuclear 
contents of AP sites lesions (B) at 4 hours after I/R. *P<0.05. 
4 h after I/R A























Normal         Adv-cont.      Adv-APE/Ref-1 
I/R 4 h 
FIGURE 2. Temporal profiles of APE/Ref-1 level after transfection
of adenovirus harboring APE/Ref-1 gene. In immunohistochemical
analysis of Adv-GFP treated group, regional expression of Adv-
GFP was detected by double immunostaining of GFP (green) and
PI (red) in striatum which was revealed by confocal microscopy.
Scale bar=50 μm. GFP was significantly increased at day 3 and
day 4 after transfection of Adv-APE/Ref-1 (Adv-GFP, transfection
of GFP mediated by adenoviral vector). 
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노바이러스를 통해 허혈/재관류 후 APE/ Ref-1의 감소를 
막았다는 것을 시사한다. 과발현된 APE/ Ref-1의 기능을 
알아보기 위해 APE/Ref-1이 융합된 아데노바이러스를 투
여한 그룹과 control 바이러스 그룹에서 허혈/재관류 후 산
화적 스트레스에 따른 AP site 수를 측정하기 위해 ARP 
assay를 시행하였다(Fig. 3B; normal, 1.82±1.72; Adv-
Cont., 24.50±7.10; Adv-APE/Ref-1, 12.84±3.90; 
values are mean±S.D; *P<0.05; n=3, each group). APE/ 
Ref-1 융합 아데노바이러스(Fig. 3B, Adv-APE/Ref-1)
를 투여한 그룹은 control 아데노바이러스(Fig. 3B, Adv-
Cont.)를 투여한 그룹보다 AP site 수가 현저하게 감소된 
것으로 관찰되었다. 이러한 결과는 아데노바이러스를 통한 
APE/Ref-1의 과발현이 AP site를 감소시켰음을 보여준다. 
 
APE/Ref-1 과발현을 통한 산화 DNA 감소 및 세포고사 방어 
허혈/재관류 후 유도된 산화스트레스로 인한 DNA 손상
에 대해 과발현된 APE/Ref-1의 효과를 보기 위한 DAB 
조직면역염색을 시행하였다. 8-OHdG 염색 결과 정상대조
군과 APE/Ref-1 융합 아데노바이러스 투여군에는 허혈/
재관류 24시간 후 선조체에 8-OHdG의 양성반응이 거의 
나타나지 않은 반면 control 아데노바이러스 투여군은 양
성반응을 보였다. 즉, APE/Ref-1 융합 아데노바이러스군
에서 control 아데노바이러스 투여군에 비해 산화스트레스 
지표인 8-OHdG의 통계적으로 유의적인 감소가 관찰되었
다(Fig. 4, upper layer; 8-OHdG; normal, 0±0; Adv-
Cont., 981.3±381.1; Adv-APE/Ref-1, 0±0)(normal 
cell; normal, 2156.3±499.6; Adv-Cont., 340.6±146.9; 
Adv-APE/Ref-1, 2267.2±298.1; **P<0.001; n=5, 
each group; scale bar=50 μm).  
허혈/재관류 유도 24시간 후 APE/Ref-1 융합 아데노바
이러스 투여군과 control 아데노바이러스 투여군에서 형광
면역조직염색과 TUNEL의 이중염색을 통해 APE/Ref-1
의 단백질 발현과 세포고사를 함께 비교하였다. Control 
아데노바이러스 투여군에서는 APE/Ref-1 양성반응이 전
혀 관찰되지 않았으며 세포고사 지표인 TUNEL(green) 
양성반응 세포가 확연히 관찰되었다. 하지만 APE/Ref-1 
융합 아데노바이러스 투여군에서는 허혈/재관류 유도 24시
간 후에도 APE/Ref-1(red) 양성반응 세포가 관찰되었으
며 TUNEL(green) 양성반응은 전혀 발견되지 않았다(Fig. 
4, down layer; APE/Ref-1; normal; 2820±544.9; Adv-
Cont., 100±141.4; Adv-APE/Ref-1, 2850±108.1) 
(TUNEL; normal; 0±0; Adv-Cont., 2620±443.8; 
Adv-APE/Ref-1, 80±115.1; **P<0.001; n=5, each 
group; scale bar=50 μm). 
 
고     찰 
 
APE/Ref-1의 DNA 복구기능과 허혈성 신경손상 사이
의 관계가 연구되고 있지만, 효과적인 DNA 복구기능에 대
해서는 많은 부분 밝혀지지 않고 있다. 이 연구는 생쥐의 일
과성 국소 대뇌 허혈의 모델에서 DNA 기능회복 효소 APE/ 
Ref-1의 과발현이 산화적 스트레스에 따른 DNA 분절과 세
FIGURE 4. Effect of APE/Ref-1 overexpression on 8-OHdG and DNA fragmentation after ischemia/reperfusion. 8-OHdG positive cells
are darkly labeled as brown in the nucleus. Scale bar=50 μm. In Adv-APE/Ref-1 group 8-OHdG positive cells are significantly decreased
compared with Adv-Cont group at 24 hours after ischemia/reperfusion (upper layer). Double labeling with APE/Ref-1 immunoreactivity
(red) and TUNEL (green) staining were performed in striatum. In Adv-APE/Ref-1 group, there was no remarkable TUNEL-positive cells
at 24 hours after I/R compared with Adv-Cont. **P<0.001. Scale bar=50 μm. ND: not detected. 
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포고사를 줄인다는 사실을 입증하였다.  
DNA 복구기능을 유도하기 위하여 DNA 복구 효소인 
APE/Ref-1의 전체 유전자를 아데노바이러스에 융합하였
다. APE/Ref-1이 융합된 아데노바이러스를 대뇌에 주입
하여 APE/Ref-1을 과발현시켰으며, 이 후 대뇌의 일과
성 허혈에 따른 산화적 DNA 손상 지표인 AP site와 8-
OHdG가 상당량 감소되었다(Fig. 3, 4). 이러한 결과들은 대
뇌 허혈 후 허혈성 DNA 손상을 회복함으로써 APE/Ref-1
의 보호효과를 나타낸다. DNA 손상의 감소는 세포고사를 
감소하는 효과를 수반했다(Fig. 4). 
산화적 DNA 손상은 뇌신경세포 죽음의 원인으로 잘 알
려져 있고,8,10,11,26,27 주로 재관류 동안 과잉 생산된 ROS의 
직접적인 공격에 의해 발생된다.4,28 이전 연구에서는 DNA 
복구기능이 약화되면 산화적 DNA 손상 후 AP site가 축
적된다고 보고되었으며,12,13 APE/Ref-1 효소의 손실과 
DNA 분절현상 후 발생한 세포고사들간의 연관성들이 많
이 연구 되어 왔다.12,13,17,18,29,30 또한 일과성 전뇌허혈 후 
APE/Ref-1 감소억제가 허혈성 손상에 대해 보호효과를 
보인다는 연구도 보고 되었다.31 in vivo와 in vitro 연구들에
서, 준치사량에 가까운 산화스트레스는 일시적으로 APE/ 
Ref-1 단백질을 상승시킨다고 보고되었다.9,20,32-34 이는 
APE/Ref-1 효소가 산화스트레스 또는 치명적인 허혈성 
손상에 대한 보호효과를 가짐을 시사하며, APE/Ref-1의 
증가가 신경세포의 죽음을 막는 중요한 역할을 할 수 있다
는 것을 암시한다.8,19,32 
본 연구에서 아데노바이러스를 이용한 APE/Ref-1의 직
접적인 과발현은(Fig. 1, 2) 산화스트레스 지표인 AP site 
(Fig. 3)와 8-OHdG(Fig. 4, upper layer)의 감소를 줄였
으며, 세포고사의 양성반응인 TUNEL 반응을 억제하였다
(Fig. 4, down layer). 이는 APE/Ref-1의 양을 유지하는 
것이 허혈/재관류 이후에 DNA 분절현상을 억제할 수 있
음을 보여준다. 이 결과들은 APE/Ref-1 증가가 허혈성 세
포고사로부터 신경세포를 지킬 수 있음을 명확히 보여준다. 
또한 다양한 농도의 H2O2에 노출된 세포의 생존실험과 인
위적인 DNA 손상을 가한 세포배양실험 등에서 아데노바이
러스를 사용해 과발현 시킨 APE/Ref-1을 통해 생존기능
을 높인 이전의 연구들은 본 연구결과와 일치한다.35,36 최
근 세포고사와 신경학적 기능장애를 유발하는 TNF-α를37 
억제하는 합성 APE/Ref-1 단백질 연구와38 APE/Ref-1 
융합 아데노바이러스 연구들39과도 잘 부합한다. 
DNA 손상은 허혈성 뇌손상과 밀접한 관련이 있다. 비
록 손상된 DNA가 어떤 메커니즘으로 세포고사를 일으키
는지 명확하지 않지만, 세포의 재생능력을 넘어서 불완전
한 복구가 되는 순간의 누적된 DNA 손상이 세포고사가 
활성화되는 시점으로 받아들여지고 있다.1,2 
본 연구는 아데노바이러스를 이용한 APE/Ref-1의 과발
현이 DNA의 산화적 손상을 회복시켰으며, 이를 통해 DNA 
손상의 세포고사 신호를 막아 DNA 분절현상이 억제되었
다고 추정된다. 이를 명확히 하기 위해서는 본 동물모델에
서 APE/Ref-1의 과발현과 비교하여 APE/Ref-1가 제거 
되었을 때의 좀 더 다양한 세포고사 신호를 비교하는 연구
가 수행되어야 할 것으로 사료된다. 본 연구의 결과물들은 
DNA 복구효소개발 가능성을 제시 하였고, DNA 복구능력
의 향상이 대뇌 허혈/재관류 이후의 허혈성 DNA 손상과 세
포고사로부터 신경세포를 지키는 병태생리를 이해하는데 도
움이 될 것으로 기대된다. 
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